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Peptides antimicrobiens de la famiUe des d£fensines, polynucltotides codant ces peptides, 
vectenn et organismes transform&i les contenant 

La prfaente invention a pour objet de nouveaux peptides antimicrobiens de la famille des 
d^fensines, en paiticulier antifongiques, appelis tennicines, des polynucleotides codant pour ces 
peptides, des vecteurs les contenant pour la transformation d'un organisme hdte et le procidi de 
ttansfistmation dudit organisme. 

L'invoition conceme 6gal«nait des organismes transform^, en particulier des levures 
produisant de la termicine, ou des cellules vig^tales et des plantes, les termicines produites par 
les plantes transfoimaes leur confiSrant une resistance aux maladies, en particulier d'origine 
fongique. 

L'invration conceme ^galement I'utiHsation des tennicines a titre de medicament et les 
compositions phaimaceudques les compienant 

Dans les domaines de la sante vegftale comme dans celui de la santd animale. il existe un 
besoin pomanent d'obtention de nouvelles molecules permettant de lutter centre les infections 
d'oiigine fongique. En sante vegetale, la protection des cultures contre les maladies fongiques 
passe essentieUement par la pulverisation de fongicides de synthSse sur lesdites cultures. 
Cependant, U existe aujourdTiui un besoin gnindissant de rendre les plantes rtsistantes contre les 
maladies notamment fongiques afin de diminuer, voire d'eviter. d'avoir recours k des traitements 
avec des produits de protection antifongiques, en vue de protegcr Tenvironnement. Un raoyen 
d'augmenter cette resistance aux maladies consiste h transfonner les plantes de manidre qu'elles 
produiseot des substances k mSme d'assurer leur defense contre ces maladies. 

Dans le domaine de la sante humaine et animale, il existe des infections fongiques 
opportunistes pour lesquelles aucun traitement reellement efficace n'est disponible k I'heure 
actueUe. En particuHer, c'est le cas de certaines mycoses invasives graves qui touchent des 
patients hospitalises dont le systime immunitaire est deprime k la suite d'une transplantation, 
d'une chimiotherapie ou de I'infection par le VIH. En compaiaison de I'arsenal des agents 
antibact&iens, la panoplie actuelle des agents antifongiques est trte iimitee. II existe done un 
besoin reel de caracteriser et de developper de nouvelles classes de substances antifongiques. 

Le problfane technique de la presente invention consiste done k isoler de nouveaux 
peptides antifongiques, lesquels peptides trouveront des applications dans les domaines de la 
protection des cultures, ainsi que dans ceux de la sante et de la nutrition humaines et animales. 
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On comiaft cbez lea Invertebrfe, notamment chez les Insectes, un certain nombre de 
substances natuieUement produitcs par ces organismes qui leurs confirent une protection vis-A- 
vis d'agents pathog6nes d'origine bact&ienne ou fongique. Ces substances sont gdniraJement des 
peptides qui sont dits antibactdrieais, antifongiques ou antimicrobiens selon qu'ils ont une activity 
5 prtftrentielle vis-A-vis des bact^ries, des champignons, ou une activity mixte vis-A-vis de ces 
deux types de pathogtaes. Au sois de la prtsente invention, on entend par bactericide ou 
fongicide tant les propridtfis bactericides ou fongicides proprement dites que les propriety 
bact^ostatiques ou fongistatiques. 

Paimi les peptides d'insectes connus, on peut citer ceux d6crits dans les demandes de 
10 bievets WO 97/30082, WO 99/24594, WO 99/02717, WO 99/53053. et WO99/91089. La 
difficult^ de trouver de nouveaux peptides chez les insectes reldve du fait qu'il existe diflKrentes 
classes de peptides que Ton ne retrouve pas chez tous les insectes. et que des peptides 
appartenant h une mfime dasse peuvent poss6der des propridt6s difBSrentes selon les insectes 
desquels ils sont isol6s (Dimarcq et al., 1998, Biopolymers [Peptide science], vol.47. 465-477; 
15 Bulet et al., 1999, Dev. Conq). InununoL, vol.23, 329-344). 

Au regard des difficult^ dvoqu6es ci-dessus, il ressort que I'itat de la technique actuel ne 
permet pas de d^duire une activity biologique uniquement 4 partir de la stioicture peptidique des 
peptides antimicrobiens connus. En consequence, il est done peu efficace de chercher i cr6er un 
nouveau peptide avec une activity antimicrobienne d6su6e en se basant sur la sequence 
peptidique de peptides connus. II est 6galement peu efficace d-utiliser la sequence nucl6otidique 
codant pour un pq>tide antimicrobien d&rit dans l'6tat de la technique comme sonde pour 
rcchereher des sequences semblables dans des banques de cDNA issues d'autres organismes, 
excepts lorsque ces autres organismes font partie d'un groupe zoologique restreint, par exemple 
une femiUe. au sein duquel une faible variability moI6cuIaire existe. U solution au probI6me 
25 technique de la pr^sente invention se trouve done dans I'isolement de peptides identifi&s, dans un 
piemier temps, pref6rentiellement par leurs propriety antimicrobienncs plutdt que par leurs 
structures. Cette solution est obtenue avec la definition de tests in vitro ^inhibition de croissance 
de bacteries, de champignons ou de levures, lesquels tests permettent de cribler des extraits d'un 
grand nombre d'organismes, en particulier des insectes, pour la presence d'activitfo vis-4-vis d'au 
30 moins un de ces tests. 

Dans la definition dhine strategic d'isolement de nouveaux peptides, il est done apparii 
important d'orienter la recherche vers des insectes vivant dans des milieux hostilcs en contact 
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avec des micioorganismes pafhogtoes potentiels, ceci afin d'augmenter les chances de trouver 
des inseetes dont Tarsenal de peptides est particulidrement d6veIopp6. car adapts d ces milieux. 
En outre, afin de cibler une activity particulidre, il est ^galement possible d'orientcr ce criblage 
vers des inseetes dont on siispecte fortement, de par leurs moeurs, qu'ils possideront des peptides 
ayant une activit* pr^fiSreotieUe vis-4-vis d'un type de microorganisme. Cest cette demiire 
stiat^gie qui a ^6 mise en oeuvre dans la prfeente invention afin de rtpondre au probJdme 
technique iooaci ci-dessus. En efifet, afin d'isoler de nouveaux peptides antifongiques. il a 6t6 
choisi de cribler des inseetes vivant en contact dtroit avec des champignons. 

La solutira au probltoie tedinique consistent k isoler de nouveaux peptides antifongiques 
a done iti obtenue par I'isolement de nouveaux peptides, les termicines, Isolds A partir d'insectes 
vivant en contact symbiotique avec un champignon, en particulier de termites champignonnistes 
de la fiamiUe des MacrotermiHnae. Cette famiUe de tennites vit en contact dtroit avec un 
champignon basidiomycite symbiotique du genre Termitomyces qui lui assure une digestion 
efficace des mat^aux lignocellulosiques. En particulier. une termicine caract&istique est Isolde 
h. partir du termite Pseudacanthotermes spiniger. De maniiie gdndrale, une termicine est un 
peptide &isant partie de la classe des ddfensines d'insectes. La classe des ddfensines d'insectes 
regroupe majoritairement des peptides antibactdriens et/ou antifongiques caiacterisds par le fait 
qu'ils contiament six cysteines relites entre-elles par trois ponts dissulfures. 

L'invention a done pour objet de nouveaux peptides, les termicines. Comme pr6vu par la 
sttat^e ddcrite ci-dessus, les termicines prisentent principalement une activity fongicide, 
notamment contre les champignons filamenteux responsables des maladies des plantes et les 
champignons de la pathologic humaine et animale. Aprds analyse, il apparait que les termicines 
possMent (Sgalemott une activitd vis^-vis des levures de la pathologie humaine. ainsi que des 
propridtfe lytiques ou statiques sur les bactdries k Gram positif. Apris avoir synthdtisd un gdne 
codant une termicine, on a trouv6 qu'il pouvait Stre ins£r6 dans un organisme h6te, comme une 
levure ou une plante, afin d'exprimer ladite termicine dans ledit organisme h6te et, soit produire 
de la termicine purifide ou non, soit confdrer au dit organisme hfite des propridl^ de resistance 
aux maladies fongiques, apportant une solution particuli&emem avantageuse aux problimes 
dnoncds ci-dessus. 

La pr6sente invention conceme dgalement des polynucleotides codant pour une termicine 
telle que ddfinie ciwiessus. Selon la prdsente invention, on entend par "polynucleotide" une 
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Sequence nucl&tidique naturelle;DU artificieUe pouvant fitre de type ADN ou ARN. de prff6rence 
de type ADN, notamment double brin. 

Sdon des modes particiiliers de rfalisation de I'invention, ]es polynucleotides peuvent 
Stre soit synth^tisfe artificiellement, soit conespondre aux pblynucldotides de I'insecte duquel ils 
5 som isoWs, soit encore conespondre k des fragments ddrivds de ces polynucleotides, adaptds 
pour I'expression de la tennicine dans Torganisme h6te ou ladite termicine sera exprim6e. Les 
polynucleotides peuvent fitre obtenus selon les methodes standards d'isolation et de purification, 
ou encore par synthase selon les techniques usuelles d'hybridations successives 
d*oUgonucl6otides synthftiques. Ces techniques sont notamment decrites par Ausubel e( al. 
10 (1987, CuiTent Pratocols in Molecular Biology, eds. Greene, Publ. Wiley & Sons). 

Selon un mode particuKer de realisation de I'invention. les polynucleotides codant pour la 
tennicine comprennent des polynucleotides codant pour la sequence peptidique decrite par 
I'identificateur de sequence SEQ ID N0:2. II est bien connu de I'homme du metier que cette 
definition inclut tous les polynucleotides qui, bien que comprenant des sequences nucieotidiques 
diffdientes comme resultat de la degenerescence du code genetique. codent pour une mSme 
sequence d'addes amines, laqueUe est representee par I'identificateur de sequences SEQ ID 
NO: 2. 

La presente invention comprend egalement des polynucleotides isoies codant pour des 
termicmes et c^les de sTiybrider de maniere selective & un des polynucleotides precedemment 
decrits. Par « polynucleotide capable de s'hybrider de mani^e selective*, on entend selon 
I'invention les polynucleotides qui, par une des methodes usuelles de I'etal de la technique 
(Sambrook et aL, 1989, Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Nolan C. ed.. New York: 
Cold Sprmg Harbor Laboratory Press), s'hybrident avec les polynucleotides ci-dessus i un 
niveau superieur au bruit de fond de maniere significative. Le bruit de fond peut dtre lie a 
I'hybridation d'autres polynucleotides presents, notamment d'autres ADNc prfsents dans une 
banque d'ADNc. Le niveau du signal genere par I'interaction entre le polynucleotide capable de 
s'hybrider de manidre selective et les polynucleotides definis par la sequence ID ci^essus selon 
I'invention est generalement 10 fois, de preference 100 fois plus intense que celui de I'interaction 
des autres sequences d'ADN generant le bruit de fond. Le niveau d'interaction peut etre mcsure 
par exemple, par marquage de la sonde avec des elements radioactifs. comme le «P. 
L'hybridation selective est generalement obtenue en employant des conditions de milieu ires 
sivires (par exemple NaCl 0,03 M et citrate de sodium 0.03 M k environ 50°C-60»C). 
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L'inventioii comprend 6galement des polynucltetides isol& codant pour des teimicines ct 
homologues des polynucl&tides prdcddemment dicrits. Par « homologue », on entend selon 
rinvartion des polynucltotides prdsentant une ou plusieurs modifications de sequence par 
rapport aux sequences nuclfetidiques dteites ci-dessus et codant pour une termicine dont les 
pmpd&6s ne sont pas significativement altdries. Ces modifications peuvent 5tre obtenues selon 
les techniques usuelles de mutation conduisant notamment k I'addition, la dildtion. ou la 
substitution d'un ou plusieurs nucleotides par r^ort aux sequences de I'invention. De manifere 
avantageus^ le degr6 d'homologie sera d'au moins 70 % par rapport aux sequences de 
I'invention, de pr6fi5ience d'au moins 80 %, plus pr6firentiellement d'au moins 90 %. Les 
m^odes de mesure et d'identification des homologies entre les sequences d'acides nucldiques 
sont bien connues de ITiomnus du mdtier. On peut employer par exemple les programmes 
PILEUP ou BLAST (notamment Altschul et al., 1993, J. Mol. Evol. 36 :290-300 ; Altschul et al., 
1990, J. Mol. Biol. 215 :403-10). 

La pr^soite invention conceme dgalement des fragments des polynucleotides dterits ci- 
dessus. Le teme "fragment" d^gne notamment un fragmrait d'au moins 20 nucleotides, en 
particuUer d'au moins 50 nucleotides, et de pr^f&cnce d'au moins 100 nucleotides. 

Selon un mode particulier de realisation de I'invention, le polynucleotide selon 
I'inventian est tqpr6seot6 par I'identificateur de sequence SEQ ID NO; 1 . 

La presents invmtion conceme egalement des polynucleotides comprenant au moins un 
des polynucleotides tels que debits precedemment. 

Tous les polynucleotides decrits ci-dessus cedent des termicine. En consequence, 
I'invraition s'etend done & tous les peptides codes par rensemble de ces polynucleotides. 

Selon un mode particulier de realisation de I'invwition, une termicine est un peptide 
comprenant la sequence peptidique decrite par I'identificateur de sequence SEQ ID NO:2 ou un 
fragment de cette sequence. Par fragment, on entend essentieUement un fragment biologiquement 
actit c'est-A-diie un fragment de la sequence d'une temiicine possedant la m&ne activite 
antimicrobienne qu'une termicine complete. 

Le residu NHj terminal d'une termicine peut presenter une modification post- 
traductionneUe, par exemple une acetylation, de mSme que le rtsidu C-temiinal peut presenter 
une modification post-traductionnelle, par ocemple une amidation. 

En outre, une tennicine telle que decrite dans la presente invention se distingue des 
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d^fiaisines d'insectes de I'&at de la technique par sa structure peptidique, et notamment d'une 
autre d^fensine d'insectes, ITi^liomicine d&rite dans la demande de brevet WO 99/53053, par la 
caract^iistique structurale de poss6der un nombre de rtsidus acides aminfa entre les cystines 
n'S et 4 sup^eur k 9. 

Selon un mode prifirentiel de realisation de I'invention, les r&idus cysteine d'une 
tennidne forment au tnoins un pent disulfiire intramol&ulaire, de prifdrence trois ponts 
disuliiires. Selon un mode prdfiSrardel de r^sation de I'invention les ponts disulfures sont 
dtablis entte les r&udus cystine 1 et4,2et5et3et6. 



La pr&ente invention concerae dgalement un gdne chim&re compienant au moins. His 
eatre eux de maniSre op&ationnelle, un promoteur fonctionnel dans un organisme h6te, un 
polynuclfotide codant pour une tennicine tel que ddfini dans la pr6sente invention, et un dldment 
tominatenr fonctionnel dans ce mSme oi^anisme hdte, Les difBSrents elements qu'un gdne 
chimire pent conteoir sont, d'une part, des fldments t^gulateurs de la transcription, de la 
traduction et de la matUFotion des protdines, tels qu'un promoteur, une sequence codant pour un 
peptide signal ou un peptide de transit, ou un dWment terminateur constituant un signal de 
polyaddnylation. et d'autre part un polynucliotide codant pour une protiine. L'expression "\\6s 
entie eux de mani^ op6atiomielle" signifie que lesdits 616ments du gfene chimire sont lids entre 
eux de maniire 4 ce que le fonctionnement d'un de ces 6Wments est affecti par celui d'un autre. A 
titre d'exemple, un promoteur est lid de mamtre opdrationnelle h une sequence codante lorsqu'il 
est citable d'afifecter I'ejqnession de ladite sequence codante. La construction du g6ne chimire 
selon rinvoition et I'assemblage de ses difKrents dldments est realisable par I'emploi de 
tedmiques bien connues de l-homme du mdtier, notamment celles ddcrites dans Sambrook et al. 
(1989, Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Nolan C. ed.. New York: Cold Spring Harbor 
Laboratory Press). Le choix des dldments rdgulateurs constituant le gdne chimfae est 
essentieUement fonction de I'espdce hdte dans laquelle ils doivent fonctionner. et I'homme du 
mftier est c^nble de sdlectionner des dl^ents rdgulateurs fonctionnels dans un organisme hdte 
donnd. Par "fonctionnels", on entend capables de fonctionner dans un organisme h6te donnd. 

Les promoteurs que peut contenir le gtae chimfere selon I'invention sont soit constitutifs, 
soit inductibles. II ^>pani!t dgalement important que le gene chimfere comprenne aussi un peptide 
signal ou un peptide de transit qui permet de contrdler et d'orienter la production de (a termicine 
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de mam^ sp&ifique dans une partie de Torganisme hdte, comme par exemple le cytoplasme, 
un compartimeiit particuKer du cytoplasme, la membrane cellulaire. ou dans le cas des plantes 
dans un type particalier de compartimente cellulaires ou de tissus ou dans la matrice 
extracellulaiie. 

Selon un mode de rfalisation, le peptide de transit pent Stre un signal d'adressage 
chloroplastique ou mitochondrial, lequel est ensuite cliv6 dans les chloroplastes ou les 
mitochondries. 

Sdon un autre mode de rdalisation de I'invention, le peptide signal peut Stre un signal N- 
tetminal ou "pr^>q)tide^ iSventuellement en association avec un signal responsable de la 
rftention de laprot6ine dans le reticulum endoplasmique, ou un peptide d'adressage vacuolaire 
ou " propeptide Le reticulum endoplasmique est le compartiment cellulaire oii sont mises en 
oBuvre des operations de maturation de la prot^ produite. comme par exemple le clivage du 
peptide agnaL 

Les peptides de transit peuvent Stre soit simples, soit doubles. Les peptides de transit 
doubles sont 6ventuellement s6par6s par une sequence intemi6diaire, c'est & dire qu'ils 
comprennent, dans le sens de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit 
dW gtee v^gftal codant pour une enzyme h localisation plastidiale, une partie de sequence de la 
partie mature N-terminale dHm gtoe v6g«al codant pour une enzyme & localisation plastidiale. 
puis une s&]uence codant pour un second peptide de transit d'un gdne v6g«tal codant pour une 
enzyme i localisation plastidiale. De tels peptides de transit doubles sont par exemple d&;rits 
dans la demandede brevet EP 0 508 909. 

Comme peptide signal utUe selon I'invention, on peut citer en particuUer le peptide signal 
du gdne PR-la du tabac d&rit par Comelissen et al. (1 987, Nucleic Acid Res. 1 5, 6799-68 11 ) en 
particulier lorsque le gtae chim&re selon I'invention est introduit dans des cellules v^gitales ou 
des plantes, ou le peptide signal du pi^curseur du fecteur Mat ol (Brake et al., 1985. In: Gething 
M..J. (eds.); Protein transport and secretion, pp.103-108. Cold Spring Harbor Laboratoiy Press, 
New Yoric) lorsque le gtoe diimdsre selon I'invention est introduit dans des levures. 

La pr6sente invention conceme 6galement un vectcur contenant un gine chimire selon 
I'invention. Le vecteur selon I'invention est utile pour transformer un organisme hdte et exprimcr 
dans celui-ci une termicine. Ce vecteur peut etre un plasmide. un cosmide, un bacteriophage ou 
un virus. De maniire g6n6iale, les prindpales quaUt6s de ce vecteur doivent 6tre une capacity k 
se maintenir et k s'autoripUquer dans les cellules de Torganisme hdte. notamment grSce k la 
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pr&ence d^me origine de r^lication, et i y exprimer une tennicine. Le choix d'un tel vecteur 
ainsi que les techniques d'insertion dans celui-ci du gbns chim^re selon I'invention sont 
laigement dtfcrits dans Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning : A Laboratoiy Manual. Nolan 
C. ed.. New York: Cold Spring Harbor Laboratoiy Press) et font partie des connaissances 
g^n^es de ITionune du metier. De numi^ avantageuse, le vecteur utilise dans ia prfeente 
invention contient ^galement, en plus du gtne chimire de I'invention, un gdne chimdre contcnant 
un matqueur de selection. Ce marqueur de selection permet de s61ectionner les organismes hdtes 
effectivement transformtfs, c'est-4-dire ceux ayant incorpor6 le vecteur. Selon un mode particulier 
de realisation de I'invention, Toiganisme hdte & transfonner est une plante. Selon un autre mode 
de realisation, I'otganisme 1^ est un microoiganisme, en particulier une levure. Parmi les 
marqueufs de selection utilisables, on peut citer des marqueur contenant des gtoes de i^sistance 
aux antibiotiques tel que, par exemple, celui du gtae de ITiygromycine phosphotransferase (Gritz 
et al., 1983, Gene 25;179-188), mais ^lalement des marqueurs contenant des gtnes de tolerance 
aux heibicides tel que le g6ne bar (White et al., NAR 18:1062. 1990) pour la tolerance au 
Wal^hos, le gtee EPSPS (US 5,188,642) pour la tolerance au glyphosate ou encore le gdne 
HPPD (WO 96/38567) pour la tolerance aux isoxazoles. On peut 6galement citer des gtaes 
codant pour des enzymes &dlanent identifiables comme I'enzyme GUS, des gines codant pour 
des pigments ou des enzymes r6gulant la production de pigments dans les cellules transformtes. 
De tels gtees marqueurs de selection sont notamment d&aits dans les demandes de brevet WO 
91/02071. WO 95/06128, WO 96/38567, et WO 97/04103. 

La piesente invention conceme egalonent des organismes h6te transfomis, contenant un 
vecteur tel que d&rit ci-dessus. Par organisme hdte, on entend tout organisme mono ou 
pluriceUulaire, inferieur ou s(q)erieur, dans lequel le gdne chim^ selon Pinvention peut €tre 
introduit, pour la production de termicine. U s'agit en particulier de bact<«ries. par exemple £ 
coli, de levures, en particuUer des genres Saccharomyces, Kluyveromyces, ou Pichia, de 
champignons, en particulier ^rgz/Zar, d'un baculovirus, ou de preference de cellules vegetales 
etdeplantes. 

Par "ceUuIe vegetale". on entend selon I'invention toute cellule issue d'une plante et 
pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus diflferencies tels que des 
embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semcnces. 

On entend par "plante" selon I'invention. tout organisme multicellulaire dififerencie 
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capable de photosynlhise, en particulia: monocotyl&iones ou dicolyl6dones, plus 
particulifaement des plantes de cultute destinies ou non & ralimenlation animale ou humaine, 
comme le xtuSs, le hl6, le colza, le soja, le riz. la canne k sucre. la betterave, le tabac. le coton. 

On oitend par "organisme hdte transform^", un organisme hdte qui a incorport dans son 
genome le gtoe chimfae de I'invention, et produit en consequence une termiclne dans ses lissus. 
ou dans un milieu de culture. Pour obtenir les organismes hdtes selon I'invention. rhomme du 
m^er peut utiliser une des nombteuses mitfaodes de transfonnation connues. 

Une de ces m^odes consiste h mettre les cellules & transformer en prtsence de 
polyethylene glycol (PEG) et des vecteuis de I'invention (Chang and Cohen. 1979, Mol, Gen. 
Genet 168(1), 111-115; Mercenier and Chassy, 1988, Biochimie 70(4), 503-517). 
L'eiectroporation est une autre methode qui consiste k souraettre les cellules ou tissus i 
tranrfonner et les vecteurs de I'invention k un champ 61ectrique (Andreason and Evans, 1 988. 
Biotechniques 6(7), 650-660; Shigekawa and Dower, 1989, AusL J. Biotechnol. 3(1), 56-62). Une 
autre metiiode consiste k directement injecter les vecteurs dans les cellules ou les tissus hStes par 
15 micro-injection (Gordon and Ruddle, 1985. Gene 33(2). 121-136). De manidre avantageusc. la 
metfaode dite de -Triolistique" pouna gtre utiliste. Elle consiste k bombarder des cellules ou des 
tissus avec des particules sur lesqueUes sont adsorbes les vecteurs de I'invention (Bruce et al.. 
1989. Pioc. Nad. Acad. Sd. USA 86(24). 9692-9696; Klein et al., 1992. Biotechnology 10(3). 
286-291; US Patent No. 4.945.050). De maniire preffirentieUe. la transformation de plantes se 
fera k I'aide de bacteries du genre Agrobacterium, de preference par infection des cellules ou 
tissus desdiles plantes par it tumefaciens (Knop^ 1979, Subcell. Biochem. 6. 143-173; Shaw et 
al., 1983, Gene 23(3):3 15-330) ou A. rhizogenes (Bevan et Chilton, 1982. Annu. Rev. Genet. 
16:357-384; Tepfer and Casse-Delbart, 1987. Microbiol. Sci. 4(1). 24-28). De manidre 
prefiJrentieUe, la tiansfoimation de cellules vegetales par Agrobacterium tumefaciens est realisee 
25 selon leprotocole decritpar Ishida et al. (1996. Nat. Biotechnol. 14(6), 745-750). 

L'homme du metier fisra le choix de la metiiode appropriee en fonction de la nature de 
Torganisme hdte k transfonuar. 

Selon un mode particuHer de realisation de I'invention. la presente invention conceme 
30 done egalement des microorganismes transformes contenant un gdne chimfere selon I'invention. 
et exprimant la termicine. La transformation de microorganismes permet de produire de la 
tenmcine k echeUe semi-industrielle ou industrieUe. Le microorganisme k transformer peut etre 
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une levure, un champignon, une bact6rie, ou un virus. Selon le microorganisme k transformer, 
I'honune du mdtier saura sdlectionner les 61^ments rtfgulateurs du gtoe chimire permettant 
d'optimiser la production de termicine. Ces ddmoits r6gulateurs sont notanunent des sequences 
promotrices, des activateurs de transcription, des peptides signa] ou de transit, des sequences 
S terminatrices et des codons start et stop. 

De mani^ pr6f«rentielle, I'organisme hdte transfonn6 est une levure. A titre d'exemple, 
la transformation dhme levure pent Stre liatisie avec un vecteur d'expression compitjnant un 
polynucl&)tide codant la teimicine et les 61foients suivants : 

- des marqueurs permettant de sflectionncr les transformants. De pi^firence, on utilise le gine 
0 ura-3 pour la levure et le gbas qui confiie la resistance 4 Tampicilline pour E. coli, 

- une s^uence nucltique permettant U r^pHcation (origine de rtplication) du plasmide dans la 
levure. De pr^fiSience oa utilise 1* origine de replication du plasmide 2m de levure, 

- une sequence nucieique permettant la replication (origine de replication) du plasmide dans E. 
coli. 

5 - un g6ne diiinere selon I'invention constitue 

(1) d'une sequence de regulation promotrice. On peut utiliser toute sequence 
promotrice d'un gdne s'exprimant natureUement dans la levure. De preference, on utilise le 
promoteur du gias Mfol de S. cerevisiae tel que decrit dans Betz et al. (1987. J. Biol. Chem., 
262, 546-548) ou Rddihart et al. (1 992, Invert. Reprod. Dev., 21,1 5-24), 

(2) d'une sequence codant pour un peptide signal (ou pr6peptide) en association 
avec un peptide d'adressage (ou propeptide). Ces regions sont importantes pour la secretion 
correcte du peptide. De prefiSrence, on utilise la sequence codant le pre-pro-peptide du precurseur 
du fBCteur MFol tel que decrit dans Betz et al. (1987, J. Biol. Chem., 262, 546-548) ou 
Reichhart etal. (1992, Invat. Reprod. Dev., 21. 15-24), 

(3) d'un polynucleotide selon I'invention 

(4) d'une sequence de regulation tenninatrice ou de poJyadenylation. De 
preference, on utiUse le terminateur de la phosphoglycerate kinase (PGK) de S. cerevisiae. Dans 
la cassette d'expression, la sequence codant la termicine est inseree en aval de la sequence pre- 
pro et en amont du terminateur de la PGK. 

Ces elements out ete decrits dans plusieurs pubUcations dont Reichhart et al. (1992, 
Invert Reprod. Dev., 21, pp 15-24), Michaut et al. (1996, FEBS Letters, 395. pp 6-10) et 
Lamberty et al. (1999, JBC, 274, pp. 9320-9326). 
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De manifere prff^renticlle, on transforme des levures de Tespice 5. cerevisiae avec le 
vecteur d'expression par la mfthode h I'acdtate de lithium (Ito et al.. 1 993. J. Bacteriol* ) 53, pp 
163-168). Les levures transfonnfes sont sdlectioim&s sur un milieu gilos^ stflectif qui ne 
contient pas d'uracile. La pioduction ea masse des levures transformdes est rfaliste par culture 
pendant 24 h & 48 h dans un milieu liquide sdlectif. 

La pr&ente invention conceme done dgalement un proUdi de preparation de la 
tcrmicine, comprenant les 6tapes de culture d'un microorganisme transform* comprenant un 
gfaie codant pour la termicine tel que difini ci-dessus dans un milieu de culture appropri*. puis 
I'extraction et la purification totale ou partielle de la termicine obtenue. De manidre 
pitffdrentielle, le miCTOorganisme producteur de tennicine utilise est une levure transform^ 
comprenant un g6ne chim^ selon Tinvention. 

De manitee pr6f&:fc, lors de Textraction de la termicine produite par les levures, on 
^limine les levures par centrifiigation et on met en contact le sumageant de culmre avec une 
solution acide qui peut Stre une solution d'un acide mineral ou organique comme par exemple 
15 I'acide chloriiydrique ou de Tacide ac6tique. L'extiait obtenu est ensuite centrifuge h froid ^ une 
Vitesse de 4000 k 1 0.000 ipm k A^C, pendant 30 k 60 min. 

La purification de la termicine peut gtre pricedfo d'une itape de fractionnement du 
sumageant obtenu suite k Tdtape d'extraction. De manidre preftrie, au cours de Tdtape de 
fiactionnemen^ I'^rtrait est d6pos6 sur de la phase inverse pour rdaliser une extraction en phase 
soKde. Le lavage des molecules solubles dans I'eau est eflfectue avec une solution acide dilude et 
Fflution des mol&ules hydrophobes avec un dluant approprid. De manidre pr6f6rentielle, on 
utilise I'acide trifluoioacetique pour le lavage et un dluant contenant des quantitds croissantes 
d'acAonitrile en solution acide dilute. 

De mani&re avanctageuse une seconde dtape d'extraction en phase solide est rdalisde et 
prdfdrentieUcment sur de la phase dchangeuse dMons. Le lavage des molecules non retenues est 
eflfectud dans un tampon salin k pH acide et Tflution des molecules cationiques realis6e par une 
solution k concentration croissante en sels. La quality requise pour une bonne fixation des 
mol&ules est obtenue avec un tampon acdtate d'anmionium k une concentration inftrieure k 100 
^M. De manidre pr6f6rentielle, on utilise un eiuant contenant un agent chaotropique salin en 
solution tamponne. 

De manidre prSfirfe la purification de la termicine est efifectute en une dtape HPLC en phase 
mverse avec un 61uant convenable qui peut 6tre difKrent ou identique k celui de la phase inverse 
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pr&:«ente. Les dififdrentes 6tapes de la purification sont suivies par un test d'inhibition de 
ooissance fongique et bact&ieniie ea milieu liquide. De prif&wice, les tests sont eflfectufe avec 
le champignon Neurospora crassa , et la bact&ie Micrococcus luteus. 

La s^uence de la termicine produite par les levures transform^ est analys^e selon la 
m^tiiode de s^quen^age par degradation d'Edman et par spectromitrie de masse; La 
caract6isalion structuiale est r^is& directement sur le p^tide produit. sur le peptide modifi^ 
par rAluction/alkylation ainsi que sur des fragments du peptide. La sequence peptidique et la 
masse moI&»ilaiie de la termicine produite ainsi que la concentration minimale inhibitrice (CMI). 
contre le champignon filamenteux Neurospora crassa ont dt6 compares avec celles d'une 
termicine de rd^rence, la termicine native extraite des corps entieis de Pseudacanthotermes 
spmiger. Les ratals montrent que les deux molecules pr&entent la mSme structure primaire i 
I'exception de la presence d'un adde amind suppldmentaiic C-terminal dans la moldcule 
recombinants, k savoir un reste peptidique constitu* d'un acide amini de preference la glycine 
(Gly) pour remplacw ramidation C-tenninale du reste peptidique reprdsentd par 1 'acide amine C- 
terminal amid^ de la molecule naturelle k savoir le reste peptidique constitui de racide amin6 - 
Arg-amide. La dftermination de la position des ponts disulfiae indique que rarrangement des 
ponts disulfines est identique dans les deux peptides, natif et produit par ie microorganisme 
transform^. 



L'invention conceme 6galement des plantes transformdes contenant un g&ne chimere 
selon l'invention et e]q>rimant dans leurs tissus une termicine selon l'invention, iadite termicine 
con^rant k ces plantes une resistance vis-i-vis d'organismes pathogtaes, U gtoe chimire utilise 
pour obtenir des plantes txansfinmees selon l'invention peut contenir un promoteur constitutif ou 
un piomoteur inductible. Comme promoteur, on peut utiliser tout promoteur d'un gdne 
25 s'exprimant natoreUement dans les plantes en particuUer un promoteur d'origine bacterienne, 
virale ou vegftale. Parmi les promoteurs constitutife qui peuvent etre utilises dans le gene 
chimere de la presente invention, nous pouvons citer k titre d'exemple, des promoteurs 
bacteriens. comme celui du gene de I'octopine synthase ou celui du gene de la nopaline synthase, 
des promoteurs viraux, comme celui du gene contrdlant la transcription des ARN19S ou 35S du 
virus de la mosaTque du Choux-FIeur (Odell et al., 1985, Nature, 313. 810-812), ou les 
promoteurs du virus de la mosaTque de la nervuie du Manioc (tels que decrits dans la demande de 
brevet WO 97/48819). Panni les promoteurs d'origine vegetale on citera le promoteur du gene de 
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la petite sous-unit* de ribulosc-biscarboxylase/oxyg&ase (RuBisCO). le promoteur d'un g^ne 
d-histone tel que d&rit dans la denuinde EP 0 507 698, ou le promoteur d'un gdnc d'actinc de riz 
(US 5,641,876). On peut ^alement citer l'616ment icgulatcur d^fini par I'association 
fonctionnelle dW promoteur de gdne dliistone associ6 k un intron de g6ne d'actine tel que d^crit 
dans la donande de brevet WO 99/34005. 

Selon un autre mode particulier de rtelisation de I'invention, le gine chimire contient an 
pionroteur inductile. Un promoteur inductible est un promoteur qui ne fonctionne, c'est-i-dire 
qui n'induit I'expression d'une s&iuence codante. que lorsqu'il est lui-mSme induit par un agent 
inducteur. Get agent inducteur est en g&uiral une substance qui peut dtre syntWtis^ dans 
I'organisme hdte suite h un stimulus exteme audit organisme, ce stimulus exteme pouvant gtre 
par exemple un agent patfaog&ne. L'agent inducteur peut ^galement dtrc une substance exteme k 
cet oiganisme hdte capable de piaAtia k I'intfirieur de celui-ci. De mani^ avantageuse, le 
promoteur utilis6 dans la pi^sente invention est inductible suite k Tagresslon de I'organisme hote 
par un agent pathogtoe. De tels promoteurs sont connus, comme par exemple le promoteur du 
15 g^ d'O-m^thyltransfSrase de classe U (COMT II) de plante d6crit dans la demande de brevet 
FR 99 03700, le promoteur PR-1 d'Arabidopsis (Lebel et al., 1998, Plant J. 16(2):223-233), le 
promoteur EAS4 du ghos de la sesquiterpene synthase du Tabac (Yin et al.. 1997, Plant Physiol. 
115(2). 437-451), ou le promoteur du g^ codant la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 
reductase (Nelson et al., 1994, Plant Mol. Biol. 25(3):401-412). 

Selon I'invcntion, le gtae chimfere peut 6galement contenir en association avec la 
sequence de regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situ^es entre le 
promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), 
comme par exemple Pactivateur de translation du virus de la mosaique du tabac (TMV) ddcrit 
dans la demande WO 87/07644. ou du virus etch du tabac (TEV) d6crit par Carrington and Freed 
(1990. J. Virol. 64. 1590-1597). II peut egalement contenir un peptide signal ou un peptide de 
transit tel que ddcrit prdcedemment 

Parmi les elements tenninateurs pouvant Stre utilises dans le gfenc chimire de la prisente 
invention, nous pouvons citer k titre d'exemple l'ei6ment terminateur nos du gSne codant la 
nopaline synthase d'Agrobacterhm tumefaciem (Bevan et al., 1983, Nucleic Acids Res. 1 1(2). 
30 369-385), ou Wiement terminateur d'un g^ne d-histone tel que d<5crit dans la demande EP 0 633 
317. 

Pour les proced& de transformation des cellules vegetales et de rdgen&ation des plantes. 
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on citeta notanament les brevets et demandes dc brevets suivants: US 4,459,355, US 4,536.475. 
US 5.464.763, US 5.177.010, US 5.187.073, EP 267.159, EP 604 662, HP 672 752, US 
4.945.050. US 5.036.006, US 5,100,792, US 5.371.014. US 5,478.744, US 5.179.022. US 
5.565.346. US 5.484.956. US 5,508.468, US 5,538,877. US 5.554,798, US 5.489,520. US 
5.510,318, US 5.204.253. US 5.405,765. EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 
674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

Selon la prdsmte invention, le g&ie chimire peut igalement Stre associ^ i un maKjueur 
de selection adapts A I'oiganisme h6te ttansfonn^. De tels marqueure de selection sont bien 
connus de rhomme du metier, fl pouna s'agir d'un gdne de i^sistance aux antibiotiques, ou 
encore dHm gtac de tol&ance aux herbicides pour les plantes. De tels gines de tol^ce aux 
herbicides sont bien cannus de ITionmie du m^er et notanament ddcrits dans les demandes de 
brevet EP 115 673, WO 87/04181, EP 337 899. WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

Les plantes transform^es selon I'invention incluent 6galement les plantes transformees 
15 issues de la culture et/ou du croisement des plantes n§g6n6r«es ci-dessus, ainsi que les graines de 
plantes transfonn6es. 

Les plantes ainsi transformees sont r&istantes k certaines maladies, en particulier k 
certaines maladies fongiques ou bactdriennes. de preference k des maladies fongiques telles que 
ceUes causees. par exemple. par un champignon du genre Cercospora. en particulier Cercospora 
20 J^ensis. du genre Septoria en particulier Septoria nodorum ou Septoria trltici, du genre 
Fusarium, en particulier Fusarium ntvale ou Fusarium graminearum, du genre Botrylis, en 
particulier Bo/ry^ cinerea, ou du genre RMzoctonUx, en particulier RMzoctonia solam. 

Bien entendu, les ceUules et plantes transformees selon I'invention peuvent comprendre, 
en plus d-un gSne chimire selon I'mvention, au moins un autre gine chimdie contenant un 
25 polynucleotide codant pour une proteine d'interSt. Parmi les polynucleotides codant pour une 
proteine d'interet, on peut citer des polynucleotides codant une enzyme de resistance a un 
herbicide, par exemple le polynucleotide codant pour I'enzyme hca- (White et al„ N AR 1 8: 1 062, 
1990) pour la tolerance au bialaphos, le polynucleotide codant pour I'enzyme EPSPS (US 
5,188,642; WO 97/04103) pour U tolerance au glyphosate ou encore le polynucleotide codant 
pour I'enzyme HPPD (WO 96/38567) pour la tolerance aux isoxazoles. On peut egalement citer 
un polynucleotide codant pour une loxine insecticide, par exemple un polynucleotide codant pour 
une toxine de la bacterie Bacillus thuringiemis (pour exemple, voir International Patent 
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Application WO 98/40490). Peuvent 6galemeiit Stie contenus dans ces plantes d'autres 
polynucleotides de resistance aux maladies, par exemple un polynucleotide codant pour I'enzyme 
oxalate oxydase tel que decrit dans la demande de brevet EP 0 531 498 ou le brevet US 
5,866,778, ou un polynucleotide codant pour un autre peptide antibacterien et/ou antifongique 
tels que ceux deoits dans les demandes de brevets WO 97/30082, WO 99/24594, WO 99/0271 7, 
WO 99/53053, <^ WO99/91089. On peut egalement citer des polynucleotides codant pour des 
caractferes agronomiques de la plante, en particulier un polynucleotide codant pour une enzyme 
delta-6 desabuase tel que decrit dans les brevets US 5,552,306, US 5,614,313, et demandes de 
brevets WO 98/46763 et WO 98/46764. ou un polynucleotide codant pour une enzyme serine 
ace^UranafiSrase (SAT) tel que decrit dans les demandes de brevets WO 00/01833 et 
PCT/FR 99/03179. 

Les autres sequences peuvent etre integrees au moyen du m&ne vecteur comprenant un 
gine chim&e, lequel comprend une piemidre sequence codant pour la termicine et au moins une 
autre sequence codant pour un autre peptide ou proteine d'interSt 

Elles peuvent ^ement fttre integrees au moyen d-un autre vecteur comprenant au moins 
la dite autre sequence, selon les techniques usuelles definies d-dessus. 

Les plantes selon I'invwition peuvent encore etre obtenues par croisement de parents, I'un 
portant le giac selon I'invention codant pour la termicine, I'autre portant un gine codant pour au 
moins un autre peptide ou proteine d'intei^. 

La presente invention conceme egalement un procede de culture des plantes transformees 
selon rinvention, le procede consistant k planter les graines des dites plantes transformees dans 
une sui&ce d'un champ approprie pour la culture des dites plantes, k appliquer sur la dite surface 
du dit champ une composition agrochimique, sans affecter de maniere substantielle les dites 
graines ou les dites plantes transformees, puis k recolter les plantes cultivees lorsqu'elles arrivent 
k la maturite souhaitee et eventuellement k separer les graines des plantes recoltees. 

Par composition agrochimique. on entend selon I'invention toute composition 
agrochimique comprenant au moins un produit actif ayant I'une des actlvites suivantes, 
herbidde, fongicide. bactericide, virudde ou insectidde. 

Selon un mode preferentid de realisation du procede de culture selon IMnvention, la 
composition agrochimique comprend au moins un produit actif ayant au moins une activite 
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fongicide et/ou bact&icide, plus prfiSSrentiellement prisentant une activity compldmentaire de 
celle de la tennidne produite par les plantcs transform^es selon I'invention. 

Par produit prfsentant une activity compWmentaire de celle de la termicine, on entend 
selon I'invention un produit pr6sentant un spectre d'activitd compWmentaire, c'est k dire un 
I»oduit qui seia actif centre des attaques de contaminants (champignons, bact^ries ou virus) 
insensibles & la termicine. ou encore un produit dont le spectre d'activit6 recouvre celui de la 
termicine, totalement ou en partie, et dont la dose d'appUcation sera diminufe de mani6re 
substantielle du feit de la presence de la termicine produite par la plante transform^e. 



La tennidne est un peptide particulifaement actif centre les champignons et les levures et 
certaines bactiiiies, et peut Stre a ce litre employd a titrc pr^entif ou cuiatif pour protrfger 
diflf^ents organismes centre des agressions fongiques et/ou bactiriennes. La pi^ente invention 
conceme done 6galement la termicine a titre de medicament Elle conceme ^galement 
I'utilisation de la termicine pour le traitement des plantes centre des agressions fongiques et/ou 
1 5 bac^CTnes, ea ^pliquant la tOTnidne directement sur lesdites plantes. 

La pr&CTte invention conceme 6galement une composition comprenant une termicine 
selon I'invention et un vfliicule apprppri6. Le vfliicule approprid a pour premise quality de ne 
pas d^grader de mani^ substantieUe la termicine dans la compMitien, et de ne pas diminuer les 
propriatfe bactdricides et fongicides de la teimidne. Par vadcule, on entend toute substance qui 
est afoutte k la termicine dans la prdsente composition afin de favoriser essentiellement le 
transport et la protection de ladite termicme. Cette composition peut etre une composition 
cosmitique et dans ce cas le v6hicule appropriS est cosm^tiquement acceptable, adapt6 en outre 
pour une appUcation sur la peau ou les phan^res. La composition peut 6galement 6tre une 
composition pharmaceutique pour un usage th^rapeutique en sante humaine ou animale, et dans 
25 ce cas le vSucule appropri6 est phaimaceutiquement acceptable. appropri6 pour une 
administiation de U termicine par voie topique, per es ou par injection. Selon un autre mode de 
realisation de I'invention, la composition peut Stre une composition agrochimique et dans ce cas 
le vaicule approprie est agrochimiquement accqjtable, approprie pour une application sur les 
plantes ou a proximity des plantes, sans les ddgrader. Selon un autre mode de i^alisation de 
30 I'invention, la composition peut €tre une composition alimentaire pour I'alimentation animale ou 
humaine. et dans ce cas le viWcule ^propri6 est alimentairement acceptable, c'est-i-dire 
compatible avec une assimilation de la composition par ingestion. 
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Les exemples ci-^>rts pennettent d'illustrer la prtsente invention, sans toutefois en 
limitra- la port6e. 

^*"P'* ' ' Isolement et caractirisation de la termicine k partir de corps entiera ou de 
ceOnles sanguines d'imagos (males ou femeUes) naifii ou immunise de TisopMre 
Pseudacanthotermes spiniger 
Exemple LI : Isolement de la termicine 

1-1 Induction de la synthtee biologique d'une substance antifongiqne dans Ph^molympbe 

de Pseudacanfhotermea spiniger 

Les images de risoptfere champignoniste Pseudaamlhoiermes spiniger ont 6ii immunises 
k I'aide d'une iigection de 2 »a d'un miSlange de 2500 cellules de Micrococcus luieus (Gram- 
positive) et de 2500 ceUuIes d'Eschericftia cott 1106 (CSram-negative) pt6^ar6es k partir de 
cultures nSalis&» en miUeu de Luiia-Bertani duiant 12 heuies k 37»C. Les animaux ainsi infectds 
ont poidant 24 h dans une chambre humide contenant du terreau et maintenue k 25*C. Les 
animaux sont sacrifi6s par congelation et conservfe jusqu'i utUisation au congdlateur. 
1-2 Preparation de Pextrait 

Les termites (corps entiers) sont riduits en une fine poudre dans un mortier en prfaence 
constante d'azote liquide. Un extrait peut Stre nSalis^ aussi bien sur des animaux mfiles que 
femeUes. naife ou immunises. Un extiait k partir de ceUules sanguines ou de glandes salivaires 
est 6galanent possible, 
1-3 Acidification de Textrait 

Aprfes lechauffement lent de la poudre obtenue, une solution d'acide trifluoroac6tique a 
0,1% est ajouie lentement afin d'obtenir un pH de I'extrait proche de 3. U solution qui permet la 
r&lisation de I'extiBit cSntient outre de I'acide trifluoroaoStique. un inhibiteur de proteases 
(aprotinine k une concentration finale de 10 ^g/ml) et un inhibiteur de la mdlanisation 
(phenylthiourfe k 20 mM). L'extiaction en condition acide du peptide a nialis6e pendant 30 
min sous agitation l^gire dans un bain d'eau glacde. L'extrait obtenu a et6 ensuite centrifuge k 
6°C pendant 30 min k 14000g. 
1-4 Purification des peptides 

a) Prepurification par extraction en phase soiide Une quantite d'extrait dquivalente a 200 
individus a dte d^see sur un siqjport de phase inverse, tel que commercialise sous la fonne de 
cartouche (Sep-Pak™ C,„ Waters Associates), equiUbre avec de I'eau acidifiee (TFA 0,05 %). 
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Les mol&viles hydrophiles ont eti 61inun6es par un simple lavage avec de Teau acidlfi^e. 
L'61ution da pqjtide a 6t6 r6alis6e par une solution d'ac6tonitrile k 40% pr^par^e dans le TFA 
0,05%. La fiaction 6lu€e k 40% d'acitonitrile a 6t6 s6ch6e sous vide dans le but d'iliminer 
racaonitrile et le TFA puis elle a dt6 reconstitufe dans de I'eau ultrapure st^ile avant d'Stre 
soumise k la premiere dtape de purification. II est dgalement possible de nSaliser I'dJution du 
peptide avec des concentrations d'ac^tonitrile en milieu acidifi^ comprises entre 20% et 1 00%. 
b) Purification par chromatographie liquide i haute performance (HPLC) sur coionne de 
phase inverse et coionne d*excIusion de taille. 

•t>remiire dtape : la fiaction contenant le peptide a 6t6 analyst par chromatographie de 
phase inverse sur une coionne semi-pr6paiative Aquapore RP-300 C, (Brownlee™. 220 x 7 mm, 
300 A), I'dhition a et6 riahste par un gradient lin^aire d'ac^tonitrile de 2 4 60% dans le TFA 
0,05% pendant 120 minutes k un d^bit constant de Uml/min. Les fiactions ont ixi coIlect6es 
mamieflement en suivant la variation de I'absorbance k 214 nm et 225 nm. Les fractions 
tecueilUes ont &6 ass6ch6es sous vide, reconstitwSes avec de I'eau ultrapure et analys6es pour 
15 leur activity antimiCTobienne en utilisant les tests ddcritsci-dessous. 

" »e«»nde £tape : la fraction antimicrobienne correspondant au peptide a 6ti analysee sur 
deux colonnes d'exclusion de taille montdes en s^es (Ultraspherogel SEC 3000 et SEC 2000. 
7.5 X 300 mm, Beckman™) et prot^g^ par une pri^lonne (Ultraspherogel SEC. 7.5 x 40 mm. 
Beckman™). L'flution est nialis^ en conditions isocratiques par 30% d'acitonitrile en prtsence 
20 de TFA 0.05% au d6bit de 0,4 ml/min. Les fiactions sont i^lt6es en fonction de la variation de 
density optique mesunSe 4 225 et 214 nm. Les fiactions recueiUies ont 6t6 assdchees sous vide, 
reconstitutes avec de I'eau ultrapure et analyses pour leur activity antimicrobienne en utilisant 
les tests dicrits ci-dessous. 

- troisiime itape : la fiaction antimicrobienne correspondant au peptide a 6t6 analyst sur 
la mSme coionne en phase inverse que pour I'itape initiale, en utilisant comme conditions 
d'aution un gradient lin^ discontinu d*ac6tonitiile en eau acidifite (TFA 0.05%) de 2-15% en 
10 min et de 15-45% en 120 min. Les fiactions sont tecueiUies et analyses pour leur activity 
antimicrobiennes comme pr6c&ienunent 

- qnatriime tope : la fraction antimicrobienne est analyst sur une coionne analytique de 
phase inverse Aquapore OD-300 (220 x 4.6 mm. BroMmleeTM) et l'61ution du compos* dMntiiet 
r6alis& par un gradient lin^ biphasique d'acdtonitrile en eau acidififc de 2-15% en 10 min 
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suivit par un gradient de 22-32% en 50 min au dibit de 0,8 ml/min et 4 une temperature contrdlie 
de SO-C. 

- demiire «tape de purification : la demifere dtape de purification est effectude sur une 
colonne de phase inverse & Mble diamitre interne dite "narrow bore" (Delta Pak HPIC,,, 2 x 1 50 
mm. Waters™) 4 une temperature contr616e & 30»C au d6bit de 0,2 ral/min. U gradient utilise 
pour efifectuer cette decniire etape de purification est un gradient lineaire diphasique d'acdtonitrile 
en miUeu adde OTA 0.05%) de 2-17% en 10 min et de 17-27% en 40 min. Les conditions de 
fiactionnement ainsi que de determination de I'activite antimicrobienne sort celles decrites pour 
les etapes ant^eures (etapes 1 & 4, ci dessus). 

Ezemple 12 : caracterisation strncturale de la termicine 

2-1 Verifkation de la pnrete par flectrophortee capillairc de zone 

La purete du peptide antifongique a ete verifiee par eiectrophorese capUIaiie de zone sur 
un module 270-irr (PEAppMed Biosystems division de Perldn Elmer). 1 nl d'une solution h 
50pM de peptide purifie a ete injecte sous assistance par le vide dans un capillaire de silicc (72 
cm X 50 Mm) et I'analyse a ete realisee en tampon citrate 20 mM 4 pH 2,5. L'eiectrophortse a ete 
reaUsee i 20 kV de I'anode i la cathode pendant 20 min 4 30»C. U migration a ete enregistree 4 
200 nm. 

2-2 Determination do nombre des cysteines : reduction et S-pyridyiethylation. 

Le nombre de residus cysteine a ete determine sur le peptide natif par reduction et S- 
pyridyiethylation. 1 nanomole de peptide natif ont 6t6 reduites dans 40 nl de tampon TrismCI 
0.5 M. pH 7,5 contenant 2 mM d'EDTA et 6 M de chloruie de guanidinium en presence de 2 ^il 
de dithiothreitol 2.2 M. Le milieu reactionnel a ete place sous atmosphere d'azote. Aprts 60 min 
d'incubation 4 Tobscuiite, 2 ^1 de 4-vinylpyridine fialchement distiUee ort ete ajoutes 4 la 
reaction qui a ete alors incubee durant 10 min 4 45''C 4 I'obscurite et sous atmosphere d'azote. 
U peptide pyridyiefliyie a ete ensuite separe des constitiiants du milieu reactionnel par 
chromalographie de phase mverse en utilisant un gradient lineaiie d'acetonitrile en presence de 
TFA 0.05%. 

2-3 Determination de la masse do peptide natif. du peptide S-pyridyietbyie et des fragments 
de proteolyse par spectrometrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desoiption 
lonization-Time Of Flight). 

Les mesures de masses ont ete effectuees sur un spectromdtre de masse MALDI-TOF 
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Bruker Biflex™ m (Bremen. AUemagne) en mode lin^aiie positit Les spectres de masse ont 6t6 
caUbr& de fe^on extetne avec un melange standard de peptides de m/z connus. respectivcment 
2199.5 Da, 3046.4 Da et 4890.5 Da. Les dififdrcnts produits k analyser ont €ti ddposis sur une 
fine coiiche de cristaax d'acide a-cyano^hydroxydnnamique obtenue par une Evaporation 
rapide d'une solutioa satiir6e dans I'awStone. Aprte sEchage sous un Idger vide, les dchantillons 
ont &6 lav^ par une goutte d'adde trlfluoroac«ique & 0.1% avant d'etre introduits dans le 
spectromdtre de masse. 
2-4 S£qoen9age par degradation d'Edman. 

Le sdquenfage automatique par degradation d'Edman du peptide natif, du peptide S- 
pyridyieihyie et des dif^ts fiagments obtenus apr&s les diff&ents clivages protiolytiques et la 
detection des derives phfaylthiohydantoiiies ont it6 r&dises sur un sdquenceur ABI473A 
(i*£Applied Biosysteins division de Perkin Helmer). 
2-S Clfvages proteolytiqiies. 

- Confirmation de la sequence peptidiqne dans la region C-terminaie. 

600 pmoles de peptide reduit et S-pyridyiethyie ont ete incubees en presence 
d'endoproteinase-Arg^ 4 un ratio de 1:50 en poidsrpoids (clivage specifique des residus 
arginine du cdte Cterminal. Takaia. Otsu) selon les conditions prdconisees par le foumisseur 
(Tris HCllO mM pH 8 en presence de TSveen 20 k 0.01%). L'incubation est i^alisee durant 16 h 
4 37£«C. Aprts an«t de la reaction avec du TFA 0 ;0S% ou toute autie solution acide inftrieure 4 

3% final, les fiagments pqrtidiques ont ete separes par HPLC en phase inverse sur une col^^^ 
de type Nairowbore Delta-Pak™ HPIC,, (Waten, Associates. 150 x 2 mm) dans un gradient 
lineaiie d'acetonilrile de 0 4 60% en 90 min dans le TFA 0,05% avec un debit de 0,2 ml/min et 
une temperature constante de 30»C. Les fiagments obtenus ont ete analyses par spectrometrie de 
masse MALDI-TOF et le peptide cone^ndant au fi^gment Cterminal a ete sequence par 
25 degradation d'Edman. 

-Determination de ramingement des ponts disulfiire par proteolyse 4 la 
thermofysine, 

Le peptide natif (6 ng) a 6t6 incube dm«nt 1 heure en presence de 3 ,ig de thermolysine 
(Boehringer Manheim. lapport thermolysine/peptide. 1/2 en poids : poids) 4 37»C dans le tampon 
30 MES (N-ethylmorpholine) 0. 1 M 4 pH 7 en presence de 2 mM de CaCl,. La reaction a ete arr^tee 
par addition d'acide formique et les ptoduits de la nSaction ont ete immediatement separts par 
chiomatographie de phase inverse sur une colonne Nairowbore Delta-Pak™ HPIC,, (Waters 
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Associates, 150 x 2,2 mm) dans un gradient lin&ire d'acdtonitrile de 2 4 50% en 100 min dans 
du TFA 0,05% au dibit de 0,2 ml/min k 30°C prfcAife d'une itape isocratique i 2 % 
d'ac^tonitzile pendant 10 min. Les fragments obtenues ont 6X6 analysis par spectrometrie de 
masse MALDI-TOF et siquencis par degradation d'Edman. 

tjxemplell ; Expression de termicine dans la levure Saccharomyces cerevisiae. 

Toutes les techniques employfes ci-apr6s sont des techniques standards de laboratoire. 
Les protocoies ditaillis de ces techniques ont 6t6 notamment d&rits dans Ausubel ei a/.(1987. 
Current Protocols in Molecular Biology, eds. Greene, Publ. Wiley & Sons) 

Exemple II-l Assemblage do gine S3mth£tique 

L'assemblage a 6t6 rdalis* h partir de 6 oligonucleotides synthitiques codant pour les 36 
acides amines de la termicine pr6c6d4s des 5 acides amines C-terminaux de la priprosdquence du 
facteur al (Mfel) de la levure et suivie du reste peptidique additionnel constitu6 par Pacide 
amine glycine (SEQ ID NO:3). Les oligonucleotides ont ete choisis en tenant compte des codons 
prefdrentiels utilises par S. cerevisiae. 

L' assemblage s'est derouie en plusieurs etapes : 

- les oligonucleotides 2 4 5 ont 6t6 phosphoiyies k leurs extremites 5' par action de la 
polynucleotide kinase (New England Biolabs) ; 

- les oligonucleotides 1 4 6 ont ete melanges, chauflfes 4 1 00**C et hybrides par diminution 
lente de la temperature k 25 pendant 3 heures ; 

-les oligonucleotides hybrides ont 6t6 sounds k un traitement par la ligase du 
bacteriophage T4 (New England Biolabs) pendant 15 heures i 15^ C ; 

- le bloc d'ADN resultant de Thybridation des oUgonucieotides represente sur la figure 1 , 
borne par les sites de restriction HinDin et Sal I, a ete insere dans le plasmide pBluescript SK+ 
(Stratagftne) digere par les enzymes HinDIH et Sal I . Le melange de ligation a ensuite ete utilise 
pour transformer des cellules competentes d' R coli DH5a. (Stratagtoe). Plusieurs clones ont ete 
analyses et sequences. Un de ces clones qui presentait la sequence recherchee a ete appeie 
pJL187. 
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Exemple 11-2 : Construction du vccteur qui permet la s£cr£tion de la termicine synthitisie. 

Le fragment d'ADN HinDIH-Sall du vecteur pJL187, portant la sequence codant la 
termicine ainsi que le fragment Sphl-HinDIII du vecteur M13JM132 (Michaut e( aU 1985, 
FEBS Letters, 395, pp 6-10, Lamberty et al., 1999, JBC, 274,pp. 9320-9326) ont 6ii inserts entre 

5 les sites SphI et Sail du plasmide pTG4812 (Michaut et al., 1996, FEBS Letters, 395, pp 6-10, 
Lamberty et al, 1999, JBC, 274,pp. 9320-9326). Le fragment Sphl-HinDIII du vecteur 
M13JM132 contient la sequence du promoteur du g6ne MFal de la levure ainsi que la sequence 
codant la region pr^-pro du facteur MFaL Dans le plasmide resultant, pJL193, le g^ne 
synth^tique de la termicine se retrouve done ins6r6 entre les sequences pre-pro du facteur Mfal 

10 et le terminateur de transcription; cette construction doit done assurer la maturation et la 
s6cr^on de la termicine. 

Exemple II-3 : Transformation d*une souche de 5. cerevisiae par TADN du plasmide 
pSEA2 et analyse destransformants. 

15 La souche de levure TGY 48.1 (MATa, ura3-D5, his, pral, prbl, prcl, cpsl ; Reichhart 

et al., 1992, Invert Reprod. Dev. 21, pp 15-24) a 6t6 transform^ par le plasmide pJL193, Les 
transformants ont 6t6 sflectionn^s h 29°C sur un milieu s^lectif YNBG (0,67% yeast nitrogen 
base, 2% glucose), supplements avec 0,5 % de casamino acides et ne contenant pas d'uracile. 
Aprfes transformation, plusieurs clones de levures, sflectionnds pour le caractfere ura+, ont tx€ mis 

20 en culture pendant 48 h i 29°C dans 50 ml de milieu selectif. 

Aprfes centrifugation (4000 g, 30 min, 4°C), le sumageant a 6t6 acidifi6 jusqu'^ pH 3,5 
avec de Tacide ac6tique, avant d'etre d6pos6 sur une cartouche Sep-Pak™ C,8, (Waters 
Associates) 6quilibi^ avec de I'eau acidifite (TEA 0,05 %). Les difKrentes protdines fix^s sur 
la cartouche ont 6t6 61uSes par des solutions de TFA 0,05% contenant des pourcentages 

25 croissants d'acStonitrile. 

La fraction 45 %, prSsentant ime activity antimicrobienne, a 6t6 concentree sous vide et 
soimiise k une 6tape de purification par analyse en HPLC sur une coionne analytique de phase 
inverse AquqK)re RP-300 Cg (Brownlee™, 220 x 4,6 nun, 300 A), en utilisant un gradient 
lin^aire d'acftonitrile de 2% h 40% en 80 min et de 17 i 27% en 60 min dans le TFA 0,05% avec 

30 un d6bit constant de 0,8 ml/min. Les fractions ont 6t6 collecttes manuellemenl en suivant la 
variation de I'absorbance a 225 nm et 254 nm. Les fractions recueillies ont 6te assech^es sous 
vide, reconstitutes avec de Teau ultrapure et analys6es pour leur activity antimicrobienne dans 
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les conditions d6crites dans Texemple HI. La caracterisation structurale du peptide a 6t6 r&lisde 
comme d6crit dans l*exemple 1.2. 

Exemple II-4 : Production de fermicine recombinante k Ptehelle semi-preparative. 

Un des clones de levuie transfonnfo exprimant la termicinc a ete cultivd i 29''C pendant 
24 h dans 100 ml de milieu s^lectif. Cette pi^culture a ensuite 6t6 utilisie pour inoculer 4 I de 
milieu s^lectif et la culture a 6t6 r&lisfc pendant 48 h 4 29 X. Les levures ont 6t6 ^limintes par 
centrifugation (4000 g, 30 min, 4*»C). Aprfes centrifiigation (4000 g, 30 min, 4«C). le sumageant a 
6t6 acidifi^ jusqu'ft pH 3,5 avec de I'acide ac6tique, avant d'fitre ddpos6 sur une cartouche Sep- 
Pak™ C,^ (Waters Associates) «quiKbr6e avec de Teau acidififc (TFA 0,05 %). Les differenles 
prot^ines fixdes sur la cartouche ont it6 ihiics par des solutions de TFA 0,05% contenant des 
pourcentages croissants d'acitonitrile. 

La fraction 45 %, pr&entant une activity antimicrobienne, a dt6 concentric sous vide et 
soumise k une itape de purification par extraction en phase solide sxir une cartouche tehangeuse 
de cations de type sep-Pak CM 6quilibr6e dans 25 mM de tampon acetate d'ammonium k pH 3,6. 
Le peptide recombinant est 61u6 par une solution k haute force ionique (par exemple IM de 
chlorure de sodium) en tampon carbonate d'ammonium 25 mM k pH 3,6. Le peptide 
recombinant est disali sur une cartouche Sep-Pak™ C,g. (Waters Associates) 6quilibrie avec de 
Teau acidifide (TFA 0,05 %). Le peptide recombinant retenu sur la cartouche est alore 6lui par 
une solution d'acdtonitrile en eau acidifife (TFA 0,05%), une solution k 45% d'ac6tonitriIe est 
avantageuse. La fiaction contenant le peptide est purifife par-analyse en HPLC sur une colonne 
preparative de phase inverse Aqu^re RP-300 Q (Brownlee™, 250 x 10 mm, 300 A), en 
utilisant un gradient Im^aire discontinu d'acitonitrile de 2% k 17% en 10 min et de 1 7 4 27% en 
60 min dans le TFA 0,05% avec un d6bit constant de 2,5 ml/min. Les fractions ont 6X6 collecttes 
manueUcment en suivant la variation de Tabsorbance k 225 nm et 254 nm. Les fractions 
recueillies ont €t6 assteh^es sous vide, reconstitutes avec de Peau ultrapure et analyses pour 
leur activity antunicronienne dans les conditions d&rites dans I'exemple III. La caractirisation 
structurale du peptide a 6b& r6alis6e comme d6crit dans Texemple L2. 
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Exempic Ul : Test d'activiti in vitro : mesure de I'activitf antimicrobienne par 
microspectrophotomitrie. 

Cette mithodologie a 6t6 utilisie pour la mise en Evidence des molecules 
antiinicTObieimes au cours des diflF^rentes dtapes de purification, pour la daermination du spectre 
d' activity du peptide et pour la determination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) & 
laquelle le peptide a 6t6 actif. La CNO a 6t6 exprimte comme un intervalle de concentration [a] - 
[b] oil [a] a 6t6 la concentration minimale ou Ton observe un d6but de croissance et [b] la 
concentration pour laquelle aucune croissance n'a 6X6 observde. Des exemples de Tactivitd 
spteifique de la tennidne, vis-4-vis des champignons filamenteux, des levures et des bactdries, 
sont ddnnds dans les tableaux 1 & 4. 

Exemple m-l : Test de detection d'acthiti centre les champignons filamenteux 

L'activit* antifongique a 6t& d6tect6e par un test d*inhibition de croissance en milieu 
liquide. Les spores des champignons k tester ont 6t6 mises en suspension dans un milieu de 
culture de type " Pomme de terre-Glucose De prdfdrence, on utiUse 12 g de milieu Potato 
Dextrose Broth (Difco) pour 1 1 d'eau d&nin6ralis6e. Deux antibiotiques ont il6 rajoutis au 
milieu de culture : la tetracycline (concentration finale de 10 ^g/ml) et la cefotaxime (100 
Jig/ml). On depose 10 ul de chaque fraction k analyser dans des plaques de microtimition en 
presence de 90 >il de milieu de culture contenant les spores (k unc concentration finale de 104 
spores/ml). L'incubation a ete realisee en chambre humide k 30«C durant 48 heures. La 
croissance fongique a ete observee au microscope photonique aprfes 24 h et quantifiee aprfts 48 
heures par mesure de Tabsorbance a 600 nm 4 1' aide d'un spectrophotomitre lecteur de plaque de 
microtitration. 

- champignons filamenteux testes : , Tricophyton mentagrophyies (don du Dr H. Koenig, 
HSpital civil, Strasbourg) ; Nectria haematococca, Fusarium culmorum, Trichoderma viride 
(mycothique de rUniversite Catholique de Leuven, Belgique) ; Neurospora crassa. Fusarium 
oxysporum, (mycotheque de la Societe Clause, Paris). 

Les resultats du test d*activite de la tennicine contrc les champignons filamenteux sont 
reportes dans le Tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1 : activity de la termicine contre les champignons filamenteux 



1^ uHuipignoiu 


CML de ia termicine (^M) 


Neurospora crassa 


0,2-0,4 


Ftisarium culmorum 


0,2-0,4 


Ftisarium oxysporum 


0,8-1,5 


Nectria haematococca 


0.05-0,1 


Trichoderma viride 


6-12 


Tricophyton mentagrophytes 


6-12 



Tableau 2 : activity de la termicine centre les champignons phytopathogtoes. L'activit^ est ici 
exprimde par un pouicentage de croissance correspondant d 100 x (I - absorbance avec produit/ 
absori>ance du tfenoin sans produit), r absorbance 6tant mesur^e k 600 nm, 5 jours aprte le d6but 
de rexp&ience. 







Termicine 1 
+ 1 glycine 


Termicine 2 




40 ppm 


20 ppm 


10 ppm 


40 ppm 


20 ppm 


10 ppm 


Cercospora 


95% 


68% 


65% 


90% 


70% 


70% 


Botrytis 
cinerea 


30% 


10% 


4% 


60% 


30% 


10% 


Septoria 
nodorum 


30% 


20% 


4% 


40% 


30% 


20% 


Septoria 
tHtici 


85% 


80% 


60% 


90% 


70% 


70% 


Rhizoctonia 
solani 


34% 


0% 


0% 


60% 


60% 


40% 


Fuscpium 
germineanon 


90% 


65% 


20% 


95% 


60% 


45% 


Fusaritan 
ntvale 


40% 


30% 


30% 


60% 


50% 


45% 



Les nbultats du tableau 2 montrent une activity importante sur les champigi 
phytopathogdnes. 
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Exemple in-2 : Test de detection d'activitf contre les levures 

Les diff^entes souches de levure ont 6t6 mises en incubation dans un milieu de culture de 
type " Sabouraud " et incub^e & 30**C pendant 24 h sous agitation lente. L'6chantiilon & tester (10 

a &i d6pos6 dans des puits de plaque de microtitration dans lesquels ont 6ti& ajoutfa 90 
d'une culture dilufe de levure dont la density a 6t6 ajustde i DO 600 = 0,001. On lvalue la 
croissance par la mesure de Tabsorbance 4 600 nm 4 Taide d'un spectrophotomfttre lecteur de 
plaque de miciotitiation. 

-levures test^ : Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae 
(don du Dr H. Koenig, Hdpital civil, Strasbourg) 

Les risultats du test d*activit6 de la termicine contre les levures sont reportes dans le 
Tableau 3 ci-dessous. 

Tableau 3: activity de la termicine contre les levures. 



Levures 


CMI de la termicine (fiM) 


Candida albicans 


6-12 


Cryptococcus neoformans 


6-12 


Saccharomyces cerevisiae 


6-12 



Les r£sultats des exemples IH-l et ra-2 montrent I'excellente activitf antifongique du 
pq;>tide selon rinvention. 



Exemple ffl-J : Test de disteetion d*activit£ contre les bact^ries 

L'activit^ antibact^emie a ^ ddtectde par un test d'inhibition de croissance en milieu 
Uquide. Les bact^es k tester ont ii& mises en suspension dans un milieu nutritif de type " Poor 
Broth " ou « Luria Bertani De pr6fi»rence, on utilise une solution de bactotryptone A 10 g/I 
additionn& de NaCl i 5 g/1 pr^wnfc dans de Teau d^in«ralis6e pour le " Poor Broth " et une 
solution de bactotryptone k 10 g/1, NaCl 10g/l,.et extrait de levure 5 g/1 ^ pH 7.4 pour le milieu 
Luria Bertani On d^se 10 jil de chaque fraction k analyser dans des plaques de microtitration 
en presence de 90 pi de miUeu de culture contenant les bactiries (4 une concentration finale 
dquivalente k ImDO k 600 nm). L'incubation a 6t6 r6alis£e k IS^C durant 12 k 24 heurxjs. La 
croissance bact^rienne a 6(& mesur6e en suivant I'absorbance 600 nm 4 I'aide d'un 
spectrophotom^ lecteur de plaque de microtitration. 
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- bact&ies test^es : , Bacillus megaterium etMicrococcus luteus (collection de Tlnstitut 
Pasteur de Paris) ; Aerococcus viridcms. Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes (don 
du Pr. Monteil, Institut de bactaioIogie» University Louis Pasteur de Strasbourg) pour les 
souches 4 Gram positif et Escherichia colt mi, £ coli SBS363 (don de Mr Boquet du Centre 
d'Etudes Nuci&ires de Saclais) et Pseudomonas aeruginosa pour les germes d Gram ndgatif 

Les i€sultats du test d'activit6 de la termicine contre les bactiries, lorsqu'elles se sont 
av6r6es sensibles, sont reportis dans le Tableau 4 ci-<lessous. 

Tableau 4: activity de la termicine contce les bact^ries k Gram positif 



BacMries 


cm de la termicine (jOO) 


Streptococcus pyogenes 


25-50 


Micrococcus luteus 


50-100 


Bacilhis megaterium 


50-100 



Les r6sultats de Texemplc in-3 montrent une activity contre les bact^ries k Gram positif. 
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1- Polynudfotide isol6 codant pour xme tezTnicine 

2- Polynucleotide selon la revendication 1, caract^ris* en ce qu'il comprend un 
polynuclfotide s61ectionn£ panni le groupe consistant en: 

(a) un polynucleotide isoli codant pour le peptide d6crit par ridentificateur de sequence 
SEQIDNO:2 

(b) un polynucleotide isol6 sTxybridant au polynucleotide selon (a) 

(c) un polynucleotide isoie homologue d'un polynucleotide selon (a) ou (b) 
un fragment d'un polynucleotide selon (a), (b), ou (c) 

3- Polynucleotide selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend un 
polynucleotide repiesmte par Tidrntificateur de sequence SEQ ED NO: 1 

4- Polynucleotide isoie compienant un polynucleotide selon Tune des revendications I h 3 

5- Peptide antimicrobien de la famille des defensines. caracterise en ce qu'il est code par un 
polynucleotide selon Txine des revendications 1 & 4 

6- Peptide antimicrobien scion la revendication 5, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence d'acides amines decrite par ridentificateur de sequence SEQ ID N0:2 

7- Gene chimfae comprenant au moins, lies entre eux de maniere operationnelle: 

(a) im promoteur fonctionnel dans un organisme hdte 

(b) un polynucleotide selon Tune des revendications 1 & 4 

(c) un element tenninateur fonctionnel dans un organisme hdte 

8- Gene chimfere selon la revendication 7, caracterise en ce que le promoteur est un 
promoteur constitutif 
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9- Gftne chimftre selon la revendication 7, caiacb&risi en ce que le promoteur est un 
promoteur inductible 

10- Gftne chim&re selon Tune des revendications 7 4 9, caract6ris6 en ce qu'il comprend, en 
plus, un peptide signal ou un peptide de transit fonctionnel dans ledit organisme h6te 

11- Gtoe chimdre selon l\ine des revendications 7 4 10, caract6risi en ce que I'organisme 
hdte est un microorganisme 

12- G6ne chim&re selon la revendication 11, caract6ris6 en ce que le microorganisme est 
une levure 

13- G&ie chim^ selon I'une des revendications 7 4 10, caract6ris6 en ce que Torganisme 
hdte est une cellule v6g^tale ou une plante 

14- Vecteur d'expression ou de transformation contenant un gtae chimire selon I'une des 
revradications 7 413 

15- Vecteur selon la revendication 14, caiact^ris* en ce qu'il est un plasmide, un phage ou 
un vims 

16- Organisme h6te transform^ avec Tun des vectexirs selon Tune des revendications 14 ou 

15 

17- Organisme h6te selon la revendication 16, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
microorganisme 

18- Organisme hdte selon la revendication 17, caracteristf en ce que Ic microorganisme est 
ime bact&ie de Tesptee Escherichia coli 

19- Organiane hdte selon la revendication 17, caract^risd en ce que le microorganisme est 
une levure du genre Saccharomyces, Kluyveromyces ou Pichia 
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20- Organisme h6te selon la revendication 17, caract6ris6 en ce que le microorganisme est 
un baculovinis 

5 21- Cellule v6g^e transform^ contenant un gfene chim^re selon I'une des revendications 

7il3 

22- Plante transfoim^e contenant un gtoe chimfere selon Tune des revendications 7 a 1 3 

10 23- Plante transfonnte selon la revendication 22, caract6ris6 en ce qu'elle est r^sistante aux 

maladies fongiques telles que celles caus6es par des champignons du genre Cercospora, en 
particulier Cercospora fijensis, du genre Septoria en particulier Septoroa nodorum ou Septoria 
triticU du genre Fusariim, en particulier Fusariian nivale ou Fusarium graminearum, du genre 
BotrytiSy en particulier Botrytis cinerea, ou du genre Rhizoctonia^ en particulier Rhizoctonia 

IS solani, 

24- Partie d'une plante selon la revendication 23 

25- Graines d.*une plante selon la revendication 23 

20 

26- Proc^6 de production d'un peptide selon Tune des revendications 5 ou 6, caracterise en 
ce qu'il comprend les Stapes de: 

(a) culture d'\m organisme h6te transform^ selon Tune des revendications 16 ^ 20 ou d'une 
cellule v6g6tale selon la revendication 21 dans un milieu de culture appropri^, 
25 (b) extraction et purification totale ou partielle du peptide selon Tune des revendications 5 

ou 6 produit au cours de I'etape (a) par Torganisme h6te transform^ 

27- Composition comprenant un peptide antimicrobien selon Tune des revendications 5 ou 
6 et un v6hicule appropri^. 
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28- Procddi de protection des plantes vis-4-vis d'organismes phytopathogines, caract^risi 
en ce que Ton exprimc dans lesdites plantes une termicine selon Tune des revendications 5 ou 6 
par transformation desdites avec un vecteur seion Tune des levendications 14 ou 15 

29- Proc&i6 de culture de plantes transformfes selon Tune des revendications 22 ou 23, 
caract6ris6 en ce qu'il consiste k planter les graines desdites plantes transform6es dans une 
surfece d'un champ ^jproprii pour la culture desdites plantes, i appliquer sur ladite surface dudit 
champ une composition agrochimique, sans affecter de maniire substantielle lesdites graines ou 
lesdites plantes transfonndes, puis & r&olter les plantes cultivdes lorsqu'elles arrivcnt a la 
maturity souhaitfe et dventuellement k s£parer les graines des plantes i^lttes. 

30- Proc6d6 de culture selon la revendication 29, caract6is6 en ce que la composition 
agrochimique comprmd au moins un produit actif ayant au moins une activity fongicide et/ou 
bact&icide. 

31- Proc6d6 de culture selon la revendication 30, caract^rise en ce que le produit actif 
pr&ente une activity compl&nentaire de celle du peptide selon Tune des revendications 5 ou 6. 
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LISTE DE SEQOENCES 
<110> RhoBio 

<120> Peptides antimicrobiens de la famille des d^fensines, 
polynucleotides codant ces peptides, vecteurs et 
organismes trans formes les contenant 

<130> PRO 00033 

<14 0> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patent In Ver. 2,1 

<210> 1 
<211> 112 
<212> ADN 

<213> Pseudacanthotermes spinlger 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1):.(108) 

<400> 1 

get tgt aat ttc caa tct tgt tgg gcc acg tgt caa get caa cat tct 48 
Ala Cys Asn Phe Gin Ser Cya Trp Ala Thr Cys Gin Ala Gin His Ser 
^ 5 10 15 

att tac ttt aga aga get ttc tgt gat aga tct caa tgt aaa tgt gtt 96 
lie Tyr Phe Arg Arg Ala Phe Cys Asp Arg Ser Gin Cys Lys Cys Val 
20 25 30 

ttt gtt aga ggt taag no 
Phe Val Arg Gly 
35 

<210> 2 
<211> 36 
<212> PRT 

<213> Pseudacanthotermes spiniger 
<400> 2 

Ala Cys Asn Phe Gin Ser Cys Trp Ala Thr Cys Gin Ala Gin His Ser 
15 10 15 

He Tyr Phe Arg Arg Ala Phe Cys Asp Arg Ser Gin Cys Lys Cys Val 
20 25 30 

Phe Val Arg Gly 
35 



1 
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<210> 3 
<211> 127 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s6quence artificielle: peptide 
signal Mfalphal et termicine 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) , . (123) 



<400> 3 

age ttg gat aaa aga get tgt aat ttc 
Ser Leu Asp Lys Arg Ala Cys Asn Phe 
1 5 

caa get caa eat tct att tae ttt aga 
Gin Ala Gin His Ser He Tyr Phe Arg 
20 25 

caa tgt aaa tgt gtt ttt gtt aga ggt 
Gin Cys Lys Cys Val Phe Val Arg Gly 
35 40 



caa tct tgt tgg gcc acg tgt 48 
Gin Ser Cys Trp Ala Thr Cys 
10 15 

aga get ttc tgt gat aga tct 96 
Arg Ala Phe Cys Asp Arg Ser 
30 

taag 127 



<210> 4 
<211> 41 
<212> PRT 

<213> S6quence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide 
signal Mfalphal et termicine 

<400> 4 

Ser Leu Asp Lys Arg Ala Cys Asn Phe Gin Ser Cys Trp Ala Thr Cys 

1 5 n n , * 



15 



Gin Ala Gin His Ser He Tyr Phe Arg Arg Ala Phe Cys Asp Arg Ser 
20 25 30 

Gin Cys Lys Cys Val Phe Val Arg Gly 
35 40 



